アドリアマイシン封入血中滞留型熱感受性リポソームと温熱療法の併用に関する実験的研究 by 堀部 俊哉
一　559　一
東医大誌　53（4）：559～570，1995
アドリアマイシン封入血中滞留型熱感受性リボソームと
　　　　　　　温熱療法の併用に関する実験的研究
東京医科大学内科学教室（指導：斉藤利彦主任教授）
　　　　堀　　部　　俊　　哉
【要旨】アドリアマイシン封入血中滞留型リボソーム（ガンダリオシドGM1（GM1）を付与した熱感受性リ
ボソームとポリエチレングリコール（PEG）を付与した熱感受性リボソーム）と温熱療法の併用効果につい
て，マウスの腫瘍移植モデルを用いて検討を行った．GM1を付与した，あるいはPEGを付与した熱感受性
リボソームは42℃で薬剤を放出し，その調製方法はDPPCとDSPCとGM1を9：1＝0．6のモル比で，ある
いはDPPCとDSPCとPEGを9：1：0．3のモル比でREV法により調製した．ADRはGM1を付与した，あ
るいはPEGを付与したリボソームに，　pH勾配法により90％以上の封入効率で封入された．今回の検討で
は，PEGは分子量1000（1K），2000（2K），5000（5K）のものを用いた．　Colon　Carcinoma26細胞1×105
個をマウスの大腿皮下に移植し，腫瘍径が約8mmになった時期に薬剤（free　ADR，　ADR・Lip，　ADR－GM1－
Lip，　ADR－PEGIK－Lip，　ADR－PEG2K－Lip，　AD－PEG5K－Lip）をADR量として5mg／kgで静注投与した．
温熱併用の場合，投与5分後からRF加温装置を用いて42℃で20分間腫瘍を局所加温した。加温時および非
加温時の薬剤投与30分後に組織内，血中，腫瘍内のADR濃度をHPLC法により測定し，検討した．抗腫瘍
効果に関しては腫瘍増殖率および生存率を求め比較した．ADR・GMI－LipやADR－PEG－LipのRESへの取
り込みには差が認められたが，ADR－Lipに比べて取り込みは抑制され，血中のADR濃度が高まった．　ADR－
GM1・LipあるいはADR－PEG－Lipと温熱を併用すると腫瘍内へのADRの集積がfree　ADRやADR－Lipと
比較して有意に高かった．ADR・GM1・LipあるいはADR－PEG－Lipに温熱を併用することで他の治療と比較
して有意に腫瘍の増殖は抑制され，有意に生存率も高まった．ADR・GMI－LipあるいはADR－PEG－Lipに局
所温熱療法を併用するドラッグデリバリーシステムは癌治療として有用であり，臨床的にも十分期待しうる
ものと考えられた．
緒 言
　人口脂質小胞であるリボソームは，毒性や抗原性
が少なく，生体への安全性が高いことから，薬物の
標的部位へのターゲティングシステムや徐放システ
ムの担体として広く研究されている．副作用を最小
限に抑え，最大の治療効果を得ることが一つの目標
である癌化学療法にもこのリボソームが着目されて
いるが，生体内に投与されたリボソームは，肝臓や
脾臓などの細網内皮系組織（reticuloendothelial
system：RES）にきわめて取り込まれ易く1），　RES
以外の組織を標的化する場合に問題がある．一方，
リボソームには脂質の組成により，ある一定温度で
ゲル状態から液相状態に相転移して封入薬剤を放出
する性質がある2）．そこで，この薬剤放出性と局所温
熱療法を併用することにより腫瘍局所への標的化が
行われるようになり，その有用性が報告されてき
た3）4）5）．しかしながら，リボソームによるターゲティ
ング療法としては，先に述べたRESに取り込まれ
易いという問題点は解決しておらず，十分なものと
は言えない．最近，RESによる取り込みを抑え，血
中滞留性を改善しようとする試みが行われてきてお
り，そのひとつとして，糖脂質であるガンダリオシ
ドGM1　（GM1）6）7）やポリエチレングリコール
（PEG）8）9）10）の脂質誘導体を膜脂質に組み込ませる
試みがある．本研究では，動物の皮下移植腫瘍モデ
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ルを用いて，これらのGM1やPEGを付与したアド
リアマイシン（ADR）封入熱感受性リボソームと温
熱療法を併用した時のADRの体内動態，腫瘍集積
性および抗腫瘍効果について基礎的検討を行った．
実験材料と方法
　1．実験動物
　実験動物は7週齢のBALB／c雄性マウスを使用
した．全ての処置は苦痛がないように麻酔下（ネン
ブタール40mg／kg）で行われた．マウスは室温
24±1℃（湿度55±5％）に保たれた恒温室でマウス
ケージに5必ずつ収容し，固形飼料とtap　waterを
自由に与えて飼育した．
　2．腫蕩と腫瘍移植モデルの作製
　移植腫瘍はN－methy1－N－nitroso－urethane誘発に
より確立されたマウス可移植性大腸癌であるColon
Carcinoma　26細胞を使用した．以前に報告した方
法5）に従って細胞浮遊液の生細胞数を0．25mlあた
り1．0×105個に希釈調製した上で，マウスの大腿皮
下に接種して腫瘍移植モデルを作製した．
　3．使用薬物
　熱感受性リボソームの脂質としてDipalmitoyl－
phosphatidylcholine（DPPC，日本油脂）とDistear－
oylphosphatidylcholine（DSPC，日本油脂）を用い，
リボソームに付与するものとしてガンダリオシド
GM1（GM1，フナコシ），ポリエチレングリコール
（PEG，日本油脂）を用いた．抗癌剤としてアドリア
マイシン（ADR，協和発酵工業）を用いた．
　4．リボソームの調製
　リボソームの調製は，相転移温度（Liquid－crys－
talline　phase　transition　temperature：Tc）41℃の
DPPC，　Tc　54℃のDSPCをモル比9：1の構i成脂質
としてREV（reverse　phase　evaporation　vesicles）
法11）により行った．GM1やPEGを付与したリボソ
ームの場合，これらの脂質にそれぞれGM1を6
mol％，　PEGを3mol％加えて調製したが，　PEGに
関しては，分子量1000（PEGIK），2000（PEG2K），
5000（PEG5K）の3種類を用いた．調製したリボソ
ームは，polycarbollate　membrane（Nuclepore社）
（0．4μm十〇．2μm）を装着したExtruder（Lipex
Biomembrane）で粒径を調節した．次に，　pH勾配
法12）を用いてADRをリボソームに封入した．この
ときの薬物／脂質重量比は0．2の一定とした．また，
未封入のADRは，生理食塩液で平衡した
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Fig．1　Preparation　of　temperature－sensitive
　　liposomes　containing　adriamycin　（ADR－Lip，
　　ADR－GMI－Lip，　ADR－PEG－Lip）．
　　DPPC：Dipalmitoylphosphatidylcholine
　　DSPC：Distearoylphosphatidylcholine
SephadexG－50（ファルマシア社）カラムで分離した
（Fig．1）．アドリアマイシン封入熱感受性リボソー
ム（ADR－Lip）およびGM1，　PEGを付与したリボ
ソーム（ADR－GM1－Lip一，　ADR－PEG－Lip）のADR
封入率は，Fig．1にように調製した場合GM1や
PEGの付与による影響はなく，いずれも90％以上
であった．また，リボソームの粒子径は，約180～200
nmであった．
　5．in　vitroにおけるADR・Lip，　ADR－GMI・
　　Lip，　ADR－PEG・Lipの温度放出性の検討
　調製したADR－Lip，　ADR－GM1－Lip，　ADR－PEG
（1K，2K，5K）一Lipの溶液を36～42℃までの各温度
（1度間隔）で5分間，水浴（BT－25，ヤマト科学）
にて加温した．これをただちに冷却後，ゲル濾過
（Sephadex　G－50，1×20　cm）し，加温前のADR量
を100％として放出率を求めた．ADRの定量は試料
に0．3N塩酸含有50％EtOHを加えて励起波長
470nm，蛍光波長590　nmで日立F－3000蛍光分光光
度計を用いて行った．
　6．腫蕩移植マウスにおける組織内，血液中およ
　　び腫蕩内のADR濃度の検討
　腫瘍移植マウスはそれぞれn二6として，次の12
群を設定した．つまりfree　ADR，　ADR－Lip，　ADR－
GM1↓ip，　ADR－PEGIK－Lip，　ADR－PEG2K－Lip，
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ADR－PEG5K－Lipの6群をさらに加温，非加温に分
けた計12群である．ADRは腫瘍移植後，腫瘍径が
約8mmになった時期に（移植後8日目から10日
目），ネンブタール麻酔下にそれぞれADR相当量5
mg／kgとして尾静脈より投与した．尚，加温条件は
薬剤投与5分後からradio　frequency（RF）加温装
置（OMRON社製HEH－100）を用いて42℃で20
分間腫瘍を局所加温した．腫瘍の温度測定は，
INTER　NOVA沁沁MODEL　TM－54を用いて行っ
た．薬剤投与30分後にマウスの下大静脈より採血
し，腫瘍および各組織（心，肺，腎，肝，脾）を摘
出し，HPLC法13）14）によりADR濃度を測定した．
　7．移植腫瘍に対する抗腫瘍効果の検討
　腫瘍径が約8mmになった時期に，コントロール
（無治療）群，温熱単独群，free　ADR，　ADR・Lip，
ADR－GMI－Lip，　ADR－PEGIK－Lip，　ADR－PEG2K－
Lip，　ADR－PEG5K－Lipの加温群および非加温群の
14群に分けて（各群n＝10），実験2と同様の方法で
治療を行った．抗腫瘍効果の検討は治療2週重目の
相対的腫瘍増殖率（治療前の腫瘍体積に対する治療
後の腫瘍体積の比率，腫瘍体積＝長径×短径2×1／2）
および生存率（10週間の観察期間）により行った．
　8．統計処理
　ADR濃度および相対的腫瘍増殖率の有意差検定
はKruskal－Wallis検定およびMann－Whitney検定
により行い（p＜0．05を有意差あり），生存率は
Kaplan－Meier法および一般化Wilcoxon検定にて
統計学的に処理した．
結 果
　1．in　vitroにおけるADR一：Lip，　AI）R・GM1－
　　Lip，　AI）R・PEG－Lipの温度放出性
　リボソームからのADR放出率をFig．2に示す．
加温温度38℃での放出率は，ADR－Lip，　ADR－GM1－
Lip，　ADR－PEG（1K，2K，5K）一Lipのいずれにおい
ても5．o％以下と低かった．しかしながら，ADR－Lip
において42℃では43．0±2．0％，GM　1において42
℃では42．0±1．0％，PEGIKにおいて42℃では
58．0±1．2％，PEG2Kにおいて42℃では78．0±
0．4％，PEG5Kにおいて42℃では86．0±0．5％と放
出率に差が認められたもののいずれも41℃以上で
急激な放出性を示した．
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fig．　2
　　（ADR）　release　from　a　suspension　of
　　liposomes　in　saline．
　　GMI：ADR－GMI－Lip，　PEGIK：ADR－
　　PEGIK－Lip，　PEG2K：ADR－PEG2K－Lip，
　　PEGsK：ADR－PEGsK－Lip
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Temperature　dependence　of　adriamycin
　2．組織内，血液中および腫面内のAI）R濃度の
　　検討
　心臓のADR濃度は非加温においても加温におい
ても，free　ADR，　ADR－Lip，　ADR－GM1－Lip，　ADR－
PEG（1K，2K，5K）一Lipの6群間に差は認めなかっ
た（：Fig．3a）．肺のADR濃度は非加温において，
ADR－GMI－Lip，　ADR－PEG－Lipの1K，5Kがfree
ADR，　ADR－Lipに比較して有意（p〈o．05）に高か
った．尚，ADR－GMI－Lip，　ADR－PEG（1K，2K，
5K）・Lipの4群雨に差は認めなかった．加温におけ
る肺のADR濃度は非加温と差がなく同様の傾向が
認められた（Fig．3b）．腎臓におけるADR濃度は非
加温において，リボソームの5群がfree　ADRに比
較して有意（p＜0．05）に低かった．また，リボソー
ムの5群間においては，ADR・LipおよびADR－
I LipがADR－PEG－Lipの3群に比較して有意
（p〈0．05）に低かった．加温における腎臓のADR濃
度は，リボソーム群がその非加温に比べて高値を示
しているものの，free　ADRに比べて低く，特に
ADR－Lip，　ADR－GM1－Lip，　ADR－PEGIK－Lipは有
意（p＜0．01）に低かった．また，リボソームの5群
間においては，ADR－LipおよびADR－PEGIK－Lip
がADR－PEG5K－Lipに比較して有意（p＜o．05）に
低かったが，ADR－GM1－Lip，　ADR－PEG－Lipの2K，
5Kの3群間に差は認められなかった（Fig．3c）．細
網内皮系のひとつである肝臓のADR濃度は非加温
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Fig．　3　Distribution　of　ADR　in　tissues　（heart　（a），　lung　（b）　and　kidney　（c））．　Free　ADR，
　　ADR－Lip，　ADR－GMI－Lip　and　ADR－PEG　（IK，　2K，　5K）一Lip　were　i．v．　injected　into　mice
　　with　or　without　hyperthermia．　ADR　concentration　in　each　tissue　at　30　minutes　inj　ec－
　　tion　was　measured　by　HPLC．　A　column　with　a　vertical　bar　represent　mean　value　and
　　SD　of　the　mean，　respectively．　GMI：ADR－GMI－Lip，　PEGIK：ADR－PEGIK－Lip
　　PEG2K：ADR－PEG2K－Lip，　PEGsK：ADR－PEGsK－Lip　（b）　’p〈O．05　vs　GMI，　PEGIK，
　　PEGsK　（c）　’p〈O．Ol　vs　ADR－Lip，　GMI，　PEGIK，　PEG2K，　PEGsK　”p〈O．05　vs
　　PEGIK，　PEG2K，　PEGsK　”’p〈O．Ol　vs　ADR－Lip，　GMI，　PEGIK　””p〈O．05　vs
　　PEGsK
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Fig．　4　Daistribution　of　ADR　in　RES　（liver　（a）　and　spleen　（b））．　Free　ADR，　ADR－Lip，
　　ADR－GMI－Lip　and　ADR－PEG　（1，　2K，　5K）一Lip　were　i．v．　injected　into　mice　with　or
　　without　hyperthermia．　ADR　concentration　in　RES　at　30　minutes　after　injection　was
　　measured　by　HPLC．　A　column　with　a　vertical　bar　represent　mean　value　and　SD　of　the
　　mean，　respectively．　GMI：ADR－GMI－Lip，　PEGIK：ADR－PEGIK－Lip，　PEG2K：ADR－
　　PEG2K－Lip，　PEGsK：ADR－PEGsK－Lip　（a）　’p〈O．Ol　vs　free　ADR，　GMI，　PEGIK，
　　PEG2K，　PEG5K林p＜0．05vs　free　ADR，　p＜0．01　vs　GM1，　PEG5K榊p〈0．01　vs　GM1，
　　PEGsK　””p〈O．05　vs　free　ADR，　PEG2K　（b）　’p〈O．Ol　vs　ADR－Lip，　GMI，　PEGIK
　　PEG2K，　PEGsK　”p〈O．Ol　vs　ADR－Lip，　PEGIK，　PEG2K　’＊’p〈O．Ol　vs　GMI，　PEGIK，
　　PEG2K，　PEGsK
において，ADR－Lipがfree　ADRに比較して有意
（p〈o．ol）に高かったが，　ADR・GMI－Lip，　ADR－
PEG（1K，2K，5K）一LipではADR－Lipと比較して
有意（p＜0．01）に低く，free　ADRと比較しても同
等以下であった．さらにこれらリボソームの中では，
ADR－GM1－LipおよびADR－PEG－Lipの5Kが
ADR－PEG－Lipの1K，2Kに比較して有意（p＜
0．01）に低かった．加温における肝臓のADR濃度は
非加温と同様に，ADR・GMI－Lip，　ADR－PEG（1K，
2K，5K）・LipがADR・Lipと比較して有意（p＜o．01）
に低く，free　ADRと比較しても同等以下であった．
さらにこれらリボソームのなかでは，ADR－GM1－
LipがADR－PEG－Lipの2Kに比較して有意（p＜
0．05）に低かった（Fig．4a）．細網内皮系のもうひと
つの主要な臓器である脾臓のADR濃度は非加温に
おいて，リボソームの5群がfree　ADRに比較して
有意（p＜0．01）に高かった．また，リボソームの5
群間においては，ADR－GMI－LipおよびADR－PEG－
Lipの5KがADR－Lip，　ADR－PEG－Lipの1K，2K
に比較して有意（〈0．01）に低かった．加温におけ
る脾臓のADR濃度はリボソームの5群がfree
ADRに比較して有意（p＜0．01）に高かったが，リ
（5）
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Fig．　5　Distribution　of　ADR　in　blood　（a）　and　tumor　（b）．　Free　ADR，　ADR－Lip，　ADR－GMI－
　　Lip　and　ADR－PEG　（IK，　2K，　5K）一Lip　were　i．v．　injected　into　mice　with　or　without
　　hyperthermia．　ADR　concentration　in　blood　and　tumor　at　30　minutes　after　injection　was
　　measured　by　HPLC．　A　column　with　a　vertical　bar　represent　mean　value　and　SD　of　the
　　mean，　respectively．　GMI：ADR－GMI－Lip，　PEGIK：ADR－PEGIK－Lip，　PEG2K：ADR－
　　PEG2K－Lip，　PEGsK：ADR－PEGsK－Lip　（a）　’p〈O．Ol　vs　free　ADR，　GMI，　PEGIK，
　　PEG2K，　PEGsK　”P〈O．Ol　vs　PEGIK，　PEGsK　’“’p〈O．Ol　vs　PEGIK　（b）　’p〈O．Ol　vs
　　free　ADR，　GMI，　PEGIK，　PEG2K，　PEGsK
ポソームの5群間ではADR－Lipに比較して他の4
群が有意（p＜0．01）に低かった．尚，この4寸間に
は差は認めなかった（Fig．4b）．
　血液中のADR濃度は非加温において，　free　ADR
が0．07±0．01μg／ml（単位は以下省略）であり，こ
れに比較してリボソームの5群はADR－Lipが
5．0±0．2，ADR－GM1－Lipが47．2±2．8，　ADR－PEG－
Lipの1K，2K，5Kが74．9±10．5，51．6±4．8，73．1±
5．4と有意（p＜0．01）に高かった．また，リボソー
ムの5群間では，ADR－Lipに比較して他の4群が有
意（p〈o．01）に高く，さらにADR－PEG－Lipの1K，
5KがADR－GM1－LipおよびADR－PEG－Lipの2K
に比較して有意（p〈0．01）に高かった．加温におけ
る血液中のADR濃度はリボソームの5群がその非
加温に比べて低値を示しているものの，free　ADR
に比較して有意（p〈0．01）に高かった．また，リボ
ソームの5群間では，ADR－Lipに比較して他の4群
が有意（p〈o．01）に高く，さらにADR－PEG－Lipの
1KがADR－GM1－LipおよびADR－PEG－Lipの2K
に比較して有意（p＜o．01）に高く，ADR－PEG－Lip
の5KがADR－GM1・Lipに比較して有意（p＜0．01）
に高かった（Fig．5a）．
　腫瘍内のADR濃度は非加温において6群間に差
は認めなかった．加温における腫瘍内のADR濃度
（6）
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Fig．　6　Tumor　growth　rate　2　weeks　after　the　treatment　with　or　without　hyperthermia．　Tumor　growth　rates
　　were　expressed　as　the　ratio　of　tumor　volume　after　treatment　to　volume　before　treatment．　A　column　with
　　a　vertical　bar　represent　mean　value　and　SD　of　the　mean，　respectively．　GMI：ADR－GMI－Lip，　PEGIK：
　　ADR－PEGIK－Lip，　PEG2K：ADR－PEG2K－Lip，　PEGsK：ADR－PEG5K－Lip
　　’p〈O．05　vs　free　ADR，　ADR－Lip，GMI，　PEGIK，　PEG2K，　PEGsK
　　”p〈O．Ol　vs　free　ADR，　ADR－Lip，　GMI
　　＊牌p〈0．01vs　Heat，丘ee　ADR　p〈0．05　vs　GM1，　PEGIK，　PEG2K，　PEG5K
はfree　ADRが1．2±0．3μg／g（単位は以下省略）で
あり，これに比較してリボソームの5群はADR－Lip
が3．6±1．9，ADR・GMI－Lipが8．8±1．3，　ADR－
PEG－Lipの1K，2K，5Kが6．9±2．6，7．2±0．8，
7．4±1．8と有意（p＜0．01）に高かった．また，リボ
ソームの5上間では，ADR・Lipに比較して他の4群
が有意（p＜o．01）に高かった（Fig．5b）．
　3．抗腫瘍効果の検討
　治療開始後2週間目の相対的腫瘍増殖率は非加温
群において，コントロール（無治療）群に比較して
free　ADR，　ADR－Lip，　ADR－GMI－Lip，　ADR－PEG
（1K，2K，5K）・Lipの治療群が有意（p＜o．05）に低
かった．また，この治療群においては，ADR－PEG・
Lipの3群間に差は認めなかったが，そのうちの
ADR－PEG↓ipの2Kはfree　ADR，　ADR－Lipおよ
びADR－GM1－Lipに比較して有意（p＜o．01）に低か
った．加温群における相対的増殖率は，温熱単独群
やfree　ADRに比較してリボソームの5群は1／
4～1／5以下であり，有意（p〈0。01）に低かった．ま
た，リボソームの5群間では，ADR－Lipに比較して
他の4群がさらに有意（p〈o．05）に低かった（Fig．
6）．
　コントロール（無治療）群，温熱単独群，free　ADR
の非加温・加温群，ADR－Lipの非加温群の5群の生
存率には有意な差は認めなかったが，これらに比較
してADR－Lipの加温群の生存率は有意（p＜o．05）
に高かった．ADR－Lip，　ADR－GM1－Lip，　ADR－PEG
（1K，2K，5K）一Lipの非加温群における生存率にお
いては各寸間に差は認めなかった．ADR－Lip，　ADR－
GM1－Lip，　ADR－PEG（IK，2K，5K）一Lipの加温群
における生存率においては，ADR－Lip群に比較して
他の4群が有意（p＜0．05）に高かった．さらにこの
4三間では，ADR・PEG－Lipの2Kの生存率が他の3
群と比較して有意（p＜o．05）に高かった（Fig．7）．
考 察
　リボソームは，脂質二分子膜より成る閉鎖小胞で
あり，形態学的に実細胞の膜に類似していることか
ら，膜構造や膜透過のための生体膜モデルとしての
研究が進められてきた．一方，ドラッグキャリアー
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Fig．7　Survival　rate　in　tumor－bearing　mice
　　receiving　no　treatment　and　the　treatment
　　with　or　without　hyperthermia．　GMI：ADR－
　　GMI－Lip，　PEGIK：ADR－PEGIK－Lip，
　　PEG2K：ADR－PEG2K－Lip，　PEGsK：ADR－
　　PEGsK－Lip
　　’p〈O．05　vs　Control，　Heat，　free　ADR，　free
　　ADR十heat，　ADR－Lip
　　”p〈O．05　vs　GMI十heat，　PEGIK十heat，
　　PEG2K十heat，　PEGsK十heat
　　”’p〈O．05　vs　GMI十heat，　PEGIK十heat，
　　PEG5K十heat
としての優れた特性にも注目がなされ，Drug　Deliv－
ery　System（DDS）における有効な手段として幅広
く応用研究されている．リボソームはその形態で
multilamellar　vesicle　（MLV），　small　unilamellar
vesicle　（SUV），　large　unilamellar　vesicle　（LUV）
の3種類に分類され，薬物の保持効率，放出率およ
び安定性などに違いがあるものの，共通の利点を備
えている．その利点とは，1）生体膜由来の脂質を用
いるので，毒性および抗原性が少なく，生体内で分
解処理される．2）脂溶性，水溶性，また低分子，高
分子のいずれの薬物も封入可能であり，生体内分解
酵素などによる薬物の失活を妨げる．3）構成脂質の
種類や組成比，表面電荷等を容易に変えることがで
きる．4）膜表面に抗原，抗体，糖などの特異的リガ
ンドを結合できるなどがあげられる．このような利
点をもつリボソームの構成成分となるリン脂質は，
それぞれ固有の相転移温度を有しており，種々の脂
質を組合せることにより理想とする温度で封入した
薬剤を放出させるリボソームを調製することが可能
である．このような熱感受性リボソームに抗癌剤を
封入し，局所温熱を併用した治療の有用性が報告さ
れているが，リボソームの薬剤封入率が低いという
点，RESに取り込まれ易いという点で問題がある．
RESへの取り込みを抑える目的で，デキストラン硫
酸，空リボソーム，マクロファージブロッカーなど
を前投与する試みがなされているが，十分なものと
は言えない15）．本研究では，これらの問題点を克服す
るため，まず広い抗癌スペクトルを有するADRが
塩基性薬物であることに注目し，リボソームの内相
液をpH　4，外相液をpH　8としたpH勾配法を用い
て，封入率を従来の20～25％に対して90％以上に改
善した．そして，RESによる取り込みを抑える目的
で，このリボソームにGM1やREGを付与したリボ
ソームを用いて検：肥した．今回の検討で，GM1の付
与量はこれまでの報告16）に従い6mol％としたが，
PEGの付与量に関しては，予備的検討として6
mol％にすると封入効率がきわめて低下したため封
入効率が良好であった3mo1％とした．
　1．リボソームの温度放出性について
in　vitroにおける各リボソームの温度放出性につ
いては，いずれも41～420Cの問で急激な放出性を示
した．また，GM1やPEG（1K，2K，5K）を付与し
たリボソームは放出性に違いが認められたものの，
ADR－Lipの放出性より悪くなるものはなかった．こ
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のような放出性の違いは，付与したGM1や分子量
の異なったPEGがリボソームの膜流動性に影響を
及ぼすためと推測される．
　2．組織内のADR濃度について
　組織内濃度の検討において，心臓のADR濃度は
非加温においても加温においても内匠間に差は認め
られなかった．今回の検討では，ADRの主要な副作
用のひとつである心毒性に関して直接的な副作用軽
減には至らなかったが，free　ADRと同等の抗腫瘍
効果を得る場合，リボソーム投与では投与量を下げ
ることができ，特にGM1やPEGを付与したリボソ
ームではさらに下げることが可能で，心毒性対策に
も期待できる．肺のADR濃度は非加温，加温におい
てfree　ADR群，　ADR－Lip群に比較してGM1や
PEGを付与したリボソーム群が有意に高かった．原
因として血中滞留性の変化が関わっている可能性が
考えられるが，今回の検討では確定できるものはな
い．腎臓のADR濃度は非加温においてリボソーム
の5群が魚群間に差はあるものの，free　ADR群に
比べて低く，加温におけるリボソーム群はその非加
温群に比べて高くなっている．これは，ADRそのも
のがfree　ADRの形で投与されると腎臓へ速やかに
分布し，加温によりリボソームから放出された
ADRもまた腎臓へ速やかに集積されるためと考え
られる．
　細網内皮系のひとつである肝臓のADR濃度は，
非加温，加温においてGM1やPEGを付与したリボ
ソーム群が各群に差は認めるものの，ADR－Lip群に
比べて低値を示した．これに対して，細網内皮系の
もうひとつの主要な臓器である脾臓のADR濃度
は，非加温においてGM1やPEG5Kを付与したリ
ボソーム群がADR－Lip群に比べて低かったが，
PEGIK，　PEG2Kを付与したリボソーム群はADR－
Lip群と差を認めなかった．加温においてはGM1
やPEGを付与したリボソーム群はいずれもADR－
Lip群に比較して低かった．この様に今回の検討で
は，肝臓に関してGM1　を付与したリボソームも
PEGを付与したリボソームも一様に取り込みが抑
えられているが，脾臓に関してはGM1やPEG5K
を付与したリボソームのみに取り込みがが抑えられ
ており，肝臓とは異なった結果となった．リボソー
ムは肝臓において主にクッパー細胞により，脾臓に
おいて主にマクロファージにより取り込まれ，リボ
ソームの粒子径が大きくなるほど，RES特に脾臓で
の取り込みが多くなることが報告6）’9）されているが，
今回の検討においても同様に粒子径の影響を受け肝
臓に比べて脾臓に取り込みが多くなり，そのもとに
GM1やPEGが作用するためGM1や各PEGの影
響の違いにより脾臓でのリボソームの取り込み，つ
まり脾臓のADR濃度に差がみられたと考えられ
る．また，PEGIK，　PEG2Kを付与したリボソーム
は非加温において脾臓での取り込みが抑えられず，
加温において脾臓での取り込みが抑えられたという
結果から考えると，加温を開始するまでの投与後5
分という短時間の間にすでにADR－Lipが脾臓に取
り込まれるのに対して，PEGIK，　PEG2Kを付与し
たリボソームは取り込まれた方が遅いと推測され，
時間的な側面からみた場合，非加温においても脾臓
での取り込みは抑制されたといえる．この様にGM1
やPEGを付与したリボソームはRESである肝臓
や脾臓を回避し取り込みが抑制されたが，RESによ
るリボソーム取り込み過程やGM1，　PEGのRES回
避のメカニズムについては研究段階であり，まだ十
分に解明されていない，しかしながらリボソームは
抗原性が低いとはいえ生体にとっては異物であり，
血液中では補体系（オプソニン分子）の関与を受け，
マクロファージなどに認識されると考えられる．
GM1の場合，高話末端にあるシアル酸がディスオプ
ソニンに重要な役割を担っている．また，GM1は負
電荷を持っため，リボソーム相互の凝集が防がれ，
なおかつ電荷が表面に露出していないため，血中で
のオプソナイゼイションを受けることが少ない6）．
PEGの場合，リボソーム表面に突き出たPEG分子
が親水層を形成し，血清成分との相互作用を立体障
害的に阻害するためと考えられている17｝．このよう
なことからGM1やPEGは主にリボソームと血清
成分，特にオプソニン分子との相互作用を阻害し，
RESによる取り込みを抑制しているものと考えら
れる．
　3．血液中のADR濃度について
　血中のADR濃度は非加温においても加温におい
ても，free　ADR群に比較してADR－Lip群が高く，
さらにGM1やPEGを付与したリボソームの4群
が高かった．この結果は，血中からの消失の速い
ADRがリボソームに封入することにより血中から
の消失が抑えられ，さらにGM1やPEGをリボソー
ムに付与することによりRESを回避し，血中滞留
性が改善されたためと考えられる．
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　4．腫瘍内のAD：R濃度について
　腫瘍内のADR濃度は，加温においてfree　ADR
群に比較してADR一：Lip群が高く，さらにGM1や
PEGを付与したリボソームの4群が高かった．これ
らの結果は，血中滞留性が改善されたリボソームが
循環して，加温された腫瘍血管内で温度依存的に薬
物を放出し，濃度勾配に従って腫瘍組織に移行した
ためと考えられる．
　5．抗腫瘍効果について
　抗腫瘍効果の面からみると，非加温群では腫瘍増
殖率においてコントロール群と治療群の間で差が認
められたものの，生存率においては各群間に差を認
めず，リボソームによる封入効果やGM1やPEGを
リボソームに付与した効果は認められなかった．温
熱を併用した加温群では腫瘍増殖率および生存率に
おいてfree　ADR群に比べてADR↓ip群の効果が
高く，さらにGM1やPEGを付与したリボソームの
4群の効果が高かった．また，この4群馬では
PEG2Kを付与したリボソームの効果が最も高かっ
た．以前，報告したように5），温熱とADRの相乗効
果は明らかではないことから，今回のこのような結
果は，GM1やPEGを付与したリボソームにADR
を封入し，さらに温熱を併用したことにより腫瘍内
のADR濃度が高められたことによるものと考えら
れる．尚，今回の検討では，PEG2Kを付与したリボ
ソームの抗腫瘍効果が最も良かったが，その原因に
関しては今後の検討が必要である．
　本研究では血中滞留感熱感受性リボソームと温熱
療法の併用の有用性について実験的に示してきた．
これまで問題とされてきた薬物の封入率が低い点
や，リボソームがRESに取り込まれやすい点につ
いては，リボソームのpH勾配法による調製やリボ
ソームにGM1あるいはPEGを付与することによ
り改善された．しかしながら，実際に臨床で用いる
場合，以下のような問題点があり解決していかなけ
ればならない．1）GM1は天然品で，抗原性の問題
があり，高価で合成も難しく，実用化するためには
問題が残される．2）PEGはそれ自体生体内に投与
されても各組織に集積せず，尿中に排泄され生物学
的に非活性であり，合成も容易であるが，リボソー
ムに付与されたPEGが生体内でどのように代謝さ
れるか解明されておらず，まだ問題が残されている．
3）温熱療法における加温技術や温度モニタリング
の技術は進歩してきているものの，深在性腫瘍を局
所的に効率よく加温するという点で，さらなる進歩
が望まれる．
　抗癌剤封入熱感受性リボソームと温熱療法を併用
した癌の集学的治療法は，今回の検討でこれまで言
われてきた問題点を改善したもののまだ十分とはい
えず，実用化に向けての最終的な検討が行われてい
くことで，広く臨床応用できるものとして期待され
る．
結 語
　GM1やPEGを付与したアドリアマイシン封入
熱感受性リボソームを作製し，動物の腫瘍モデルを
用いて温熱療法との併用効果について検：討した．
　1．GM1やPEGを付与したADR－Lipの温度放
出性は，ADR－Lipと比べて同等もしくはそれ以上で
あった．
　2．ADR－LipにGM1やPEGを付与した場合，
RESでの取り込みに差が認められたものの，いずれ
も取り込みは抑制され，血中のADR濃度はfree
ADRやADR－Lipに比較して有意に高められた．
　3．ADR－LipにGM1やPEGを付与した場合，温
熱併用時における腫瘍内ADR濃度はfree　ADRや
ADR－Lipに比較して有意に高められた．
　4．GM　1やPEGを付与したADR－Lipに温熱を
併用することにより，free　ADRやADR－Lipに比較
して腫瘍の増殖が有意に抑制され，生存率も有意に
高められた．また，GM1やPEGを付与したADR－
LipのうちではPEG2Kを付与したADR－Lipが最
も有効であった．
　以上より，血中滞留型熱感受性リボソームである
GM1やPEGを付与したADR－Lipに局所温熱療法
を併用するターゲティング療法は癌治療として有用
であり，臨床的意義を十分に期待し得るものと考え
られた．
　稿を終えるにあたり，御指導，御鞭捷を賜りまし
た恩師斉藤利彦教授ならびに御協力と御助言を賜り
ました帝京大学薬学部丸山一雄講師に深謝の意を表
すとともに本実験に御協力いただいた本学薬剤部各
位に感謝いたします．
　本論文の要旨は，第34回，第35回消化器病学会
大会，第79回消化器病学会総会において発表した．
（10）
1995年7月 堀部：ADR封入血中滞留型リボゾームと温熱療法の併用の実験的研究 一　569　一
1）
2）
3）
4）
5）
6）
7）
8）
9）
文 献
Hwang，　K．J．：Liposome　pharmacokinetics．
liposomes　（ed．　Ostro，　M．J．），　Marcel　Dekker　lnc．，
New　York，　1987　p．　109－v156
Yatvin，　M．B．　et　al：Design　of　liposomes　for　en－
hanced　local　release　of　drugs　by　hyperthermia．
Science　202：1290n・v1293，　1978
小川泰亮，戸口　始：熱感受性リボソームを用いた
標的治療．癌と化学療法17（6）：1127～1133，1990
高橋孝行：抗癌剤封入温度感受性リボソームと局所
加温の併用による抗腫瘍効果増強に関する実験的研
究．慶鷹医学67（5）：729～740，1990
堀部俊哉，他：アドリアマイシン封入熱感受性リボ
ソームと温熱療法の併用に関する実験的研究．東医
大誌52（4）：458～467，1994
Allen，　T．M．　et　al：Liposomes　with　prolonged
circulation　times：factors　affecting　uptake　by
reticuloendothelial　and　other　tissues．　Biochim．
Biophys．　Acta　981：27t一一35，　1989
Gabizon，　A．，　Papahadjopoulos，　D．：Liposome　for－
mulations　with　prolonged　circulation　time　in
blood　and　enhanced　uptake　by　tumors．　Proc．
Natl．　Acad．　Sci．　USA　85：6949”一・6953，　1988
Klibanov，　A．L．　et　al：Amphipathic　polyethyleneg－
lycols　effectively　prolong　the　circulation　time　of
liposomes．　FEBS　Lett．　268：235’一237，　1990
Allen，　T．M．　et　al：Liposomes　containing　synthetic
lipid　derivatives　of　poly　（ethyleneglycol）　show
prolonged　circulation　half－lives　in　vivo．　Biochim．
Biophys．　Acta　1066：29’v36，　1991
10）　Senior，　J．　et　al：Influence　of　surface　hydro
　　　philicity　of　liposomes　on　their　interaction　with
　　　plasma　protein　and　clearance　from　the　circula－
　　　tion：studies　with　poly　（ethyleneglycol）　coated
　　　vesicles．　Biochim．　Biophys．　Acta　1062：77’一82，
　　　1991
11）　Szoka，　F．，　Papahadjopoulos，　D．：Procedure　for
　　　Preparation　of　liposomes　with　large　internal
　　　aqueous　space　and　high　capture　by　reverse－phase
　　　evaporation．　Proc．　Natl．　Acad．　Sci．　USA　75：4149
　　　－v4198，　1978
12）　Mayer，　L．D．，　Bally，　M．B．，　Cullis，　P．R．：Uptake　of
　　　adriamycin　into　large　unilamellar　vesicles　in
　　　response　to　a　pH　gradient．　Biochim．　Biophys．
　　　Acta　857：123’一126，　1986
13）増池建年，大獄純一，武本宣教：高速液体クロマトグ
　　　ラフィーによる生体試料中のアドリアマイシンとそ
　　　の代謝物の定量（第1報）直接注入法による血清，血
　　　漿の分析薬学雑誌104（6）：614～619，1984
14）増池建年，大獄純一，武本宣教：高速液体クロマトグ
　　　ラフィーによる生体試料中のアドリアマイシンとそ
　　　の代謝物の定量（第2報）抽出法による組織の分析．
　　　薬学雑誌104（6）：620～623，1984
15）菊池　寛，井上圭三：リポソームー基礎と応用一軸
　　　化学34（10）：784～798，1985
16）畝崎　栄，他：ドキソルビシン封入ガンダリオシド
　　　GM1修飾温度感受性リボソームの調製と生体内動
　　　態．D．D．S．8（3）：169～174，1993
17）　Woodle，　M．C．，　Lasic，　D．D．：Sterically　stabilized
　　　liposomes．　Biochim．　Biophys．　Acta　1113：171
　　　・一191，　1992
Experimental　Study　on　Treatment　with　Local　Hyperthermia　and　Long－Circulating
　　　　　　　　　　　Temperature－Sensitive　Liposomes　Containing　Adriamycin
Toshiya　HORIBE
The　Fourth　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　　　　　（Director　：　Prof．　Toshihiko　SAITO）
　　The　antitumor　effect　of　long－circulating　temperature－sensitive　liposomes（ganglioside　GM　l－
t・mp・・ature－sen・iti・・lip…m・・and　p・ly・thyl・n・gly・・1－t・mp・・atu・e一・en・iti・・lip…m・・）・・nt・ining
adriamycin（ADR）combined　with　local　hyperthermia　were　studied　using　tumor－bearing　mice．　Gang－
lioside　GM　l－temperature－sensitive　liposomes（GM　l－Lip）or　polyethyleneglycol－temperature－sensitive
liposomes　（REG－Lip）　which　release　the　drug　at　420C，　were　prepared　from　dipalmitoylphosphatidyl－
choline　（DPPC）　and　distearoylphosphatidylcholine　（DSPC）　and　GM　I　or　PEG　（DPPC：DSPC：
GM　I＝9　：　1　：　O．6　or　DPPC　：　DSPC　：　PEG＝9　：　1　：　O．3　in　molar　ratio）　by　the　reverse－phase　evaporation
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method．　ADR　was　encapsulated　into　GM　I－Lip　or　PEG－Lip　with　more　than　90910　entrapping　efficiency
by　the　pH　gradient　method．　ln　this　study　PEG　with　a　mean　molecular　weight　of　1000　（IK）　or　2000　（2K）
or　5000　（5K）　was　used．　Colon　Carcinoma　26　cells　（1×105　cells）　were　inoculated　subcutaneously　in　the
hind　legs　of　BALB／c　mice．　When　the　diameter　of　the　tumor　reached　approximately　8mm，　free　ADR　or
ADR－Lip（ADR－Lip　lacking　GM　l　and　PEG）or　ADR－GM　I－1．ip　or　ADR－PEG　IK－Lip　or　ADR－PEG2K－
Lip　or　ADR－PEGsK－Lip　was　administered　intravenously　at　a　dose　of　5mgADR／kg．　At　5　minutes　after
administration，　local　hyperthermia　was　applied　to　the　tumor　by　a　radiofrequency　hyperthermia　appara－
tus　at　420C　for　20　minutes．　The　ADR　distribution　in　the　tissues，　blood　and　tumors　was　measured　at　30
minutes　after　the　treatment　with　hyperthermia　or　without　hyperthermia　by　HPLC．　The　antitumor　effect
after　the　treatment　was　evaluated　by　the　tumor　growth　rate　and　the　survival　rate．　There　was　a　difference
of　uptake　of　liposomes　into　the　reticuloendothelial　system（RES）among　ADR－GM　I－Lip　and　ADR－PEG－
Lip　but　inclusion　of　GMl　or　PEG　in　ADR－Lip　caused　decreased　uptake　into　the　RES，　resulting　in
increased　ADR　levels　in　blood．　The　accumulation　of　ADR　in　tumor　with　the　combination　of　ADR－GM　I－
Lip　and　hyperthermia　or　ADR－PEG－Lip　and　hyperthermia　was　significantly　higher　than　with　ADR－Lip
or　free　ADR．　The　combination　of　ADR－GM　1－Lip　and　hyperthermia　or　ADR－PEG－Lip　and　hyperthermia
suppressed　tumor　growth　and　increased　survival　more　effectively　than　the　other　treatment．　The　drug
delivery　systems　combining　of　ADR－GM　l－Lip　and　hyperthermia　or　ADR－PEG－Lip　and　hyperthermia　are
expected　to　be　very　effective　for　antitumor　therapy　when　applied　clinically．
〈Key　words＞　Liposome，　Hyperthermia，　Drug　delivery　system，　Chemotherapy，　Adriamycin．
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